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マウス固形癌播種性転移モデルによるCDDP投与法の検討
鈴　木　敬　二 鈴　木　和　信 伊　藤　伸　一・
東京医科大学外科学第三講座
（指導：小柳泰久教授）
【要旨】　消化器癌の微小腹膜播種治療を目的に，独自にマウスColon26播種モデルを作製し，微小播種に対
するCDDP腹腔内投与方法および至適投与量について検討した．抗腫瘍効果は播種総個数および総体積，生
存期間，血清カルシウム濃度を，副作用は体重減少，腎障害を指標とした．マウス腹腔内CDDP総投与量を
10mg／kgおよび20　mg／kgに設定して，　Colon26播種モデル第3日目より少量反復投与（lmg／kg，2mg／
kg），中等量間欠投与（5　mg／kg），大量1回投与（10／mg，　20　mg／kg）を行い，無治療群と共に比較検討した．
腹腔鳥総投与量20mg／kgに設定するとCDDP少量反復投与群は無治療群，間欠投与群，大量1回投与群に
比し有意な生存期間の延長を認めた．また，副作用の面でも他群に比して優れていた．腹腔内CDDP少量反
復投与は微小腹膜播種治療として，その有用性が認められ，臨床的にも十分期待できる．
はじめに
　近年，癌の診断技術および手術療法の進歩により，
早期癌の治療成績は著しく向上した．しかし，高度進
行癌の治療成績は未だに手術療法や，術前術後の補助
化学療法をもってしても満足すべき効果が得られて
いない1）～3）．特に，消化器癌の腹膜播種は極めて難治性
であり，その治療戦略は重要な課題である．われわれ
は腹膜播種に対する腹腔内化学療法の重要性を主張
してきた4）が，腹膜播種が完成した後の治療効果は不
良であり，直接生存期間延長には結びついていなかっ
た．そこで，播種初期段階における抗癌剤の投与法を
検討するために，腹膜播種モデルを作製し，播種の初
期における抗癌剤の腹腔内への至適投与法，投与量お
よび抗腫瘍効果について検討した．
対象と方法
　1．実験動物および実験腫瘍
　BALB／Cマウス，6週齢平均体重20　g（日本クレア
社）の雄を用いた．全ての処置は苦痛がないようにネ
ンブタール麻酔下で行った（東京医科大学動物実験
指針による動物実験委員会承認）．移植腫瘍はN－
methyl－N－nitroso－urethane誘発により確立されたマウ
ス可移植性大腸癌であるColon26細胞を使用した．細
胞浮遊液の調整は以下の如く行った．まず，マウス鼠
径部に継代移植した腫瘍径がGiavazzi5）らの方法
（L×W2／2，　L＝length（mm），　W＝width（mm））にて測
定値が200～300に達した時点で癌腫を摘出した．摘
出後に腫瘍内の壊死組織を除去し，細片化したのちに
酵素液（PBS　20　mlにCollagenase　23　mg，　Deoxy－
ribonuclease　3　mg溶解液）に腫瘍細片2gを入れ，ス
ターラーにて37℃，30分間撹絆し，細胞浮遊液を作成
した．それを1，㎜rpm，5分間遠心分離し，生理食塩
水で洗浄し，0．9％NH4cl液にて溶血処理を行った．同
様の操作を2回繰り返して，細胞浮遊液の一部を採
取，メチレンブルー染色にて生細胞数を算定後に生理
食塩水で希釈し，細胞数をlmlあたり1×107個に調
整した．
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　2．腹膜播種モデルの作製
　1）Colon26播種モデルの傷害腹膜への二二
　BALB／Cマウス腹腔内に麻酔薬であるネンブター
ル注射液（ダイナボット社）0．3～0．4mgを注入し無
菌的操作で開腹した．次に気霜腹膜に人工的に傷害を
加えるJonesら6）の方法に準じて，マウス壁側腹膜に
23Gauge，27　Gauge，30　Gaugeの各々の注射針で各3
カ所ずつ傷害部を作成した．Colon26細胞を1×103
個，1×104個，1×10s個，1×106個の細胞数で生理食
塩水0．Imlに溶いて調整し，マウス6匹に対して腹腔
内注入した．また，注入後に腹壁部に腫瘍が生着しな
いようにアロンアルファを用いて腹膜および腹壁を
翻転して接着した．生着は細胞注入後記9日目で確認
したが，1ヶ所でも生着していれぼ生着ありと判定し
た．
　2）Colon26播種モデルの自然経過
　23Gageの注射針を用いて壁側腹膜を傷害し，腹腔
内にColon26細胞1×106個／0．　l　mlを注入後，第1日
目から隔日にマウスを6点ずつ開腹し腹膜傷害部で
の腫瘍径を計測した．また，肉眼的に播種の状況を観
察後，播種部を摘出しホルマリン固定パラフィン包埋
して切片を作製し，hematoxylin　eosin染色で病理組織
学的検討を行った．また，Colon26細胞腹腔内注入12
時間後の傷害腹膜については，走査電子顕微鏡で観察
した．観察には固定した標本を蒸留水で30分洗浄し，
ethyl　alcohol系列（5（〉～100％）で脱水し，　isoamyl
asetateに置換した．その後，標本をdry　CO2　gasを使
いcritical　point　drier（HCP－1，　Hitachi，　Ltd．，　Tokyo，
Japan）で臨界点乾燥し，　ion　coater（IB－2，　Eiko　Engi－
neering　Co．，　Ltd．，　Ibaraki，　Japan）で金蒸着した後，走
査電子顕微鏡（S－2250N，　Hitachi，　Ltd．，　Tokyo，　Japan）
で観察した．
　3．投与薬剤及び投与方法
　1）投与薬剤の選択および至適濃度の検討
　Colon26細胞を注入後記3日目に，マウスLD50の
1／2量のCDDP　8　mg／kg，5－FU　100　mg／kg，　MMC　4
mg／kg，　ADR　4　mg／kgをそれぞれ経回静脈投与（以下
i．v．）し無治療群と共に生存期間を比較した（n＝5）．
上記の結果により本実験に対する至適抗癌剤に
CDDPを選択し，以下の実験を行った．　A）CDDP　lO
mg群：CDDP腹腔二丁投与量を10　mg／kgとし，第3
日目よりCDDP　lmg／kg連日10回腹腔内投与（以下
i．p．）（n＝7），　CDDP　2　mg／kg隔日で5回i．p．（n＝7），
CDDP　5　mg／kg　5日おきに2回i．p．（n＝7），　CDDP　lO
mg／kgを1回i．p．（n＝7）し，無治療群（n＝10）と共
に生存期間を比較した．B）CDDP　20　mg群：CDDP
腹腔厚総投与量を20mg／kgとし，第3日目より
CDDP　l　mg／kg連日20回（i．p．）（n＝6），　CDDP　2　mg／
kg隔日で10回i．p．（n＝5），　CDDP　5　mg／kg　5日おきに
4回i．p．（n＝5），　CDDP　20　mg／kgを1回i．p．（n＝9）
し，無治療群（n＝10）と共に生存期間を比較した．こ
の実験はColon26細胞1×106個／0．　l　ml注入を行った
ものにて施行した．
　4．延命率の測定
　各群の生存期間から下記の式により延命率（ILS：
increase　in　life　span）を算出した．
　　ILS（％）＝｛（投薬群の平均生存期間）／
　　　　　（無治療群の平均生存期間）一1｝×100
算出での結果に基いて，CDDP腹腔内総投与20　mg／
kgと定めた．20　mgを上記投与方法に従って，1回投
与量をlmg／kg群，2mg／kg群，5mg／kg群のサブグ
ループに分け，無治療群との比較検討を行った．
　5．腹腔内転移結節数，体積の算定および病理組織
　　学的所見
　無治療群（n＝35）では腫瘍細胞注入後，5，7，9，ll，
13，15，17日目に，治療群（lmg／kg群，2mg／kg群，5
mg／kg群）（n＝45）では腫瘍細胞注入後28日目，35
日目，70日目に麻酔下に開腹し，腹腔内転移結節数お
よび腫瘍体積を算出した．また，治療群については腹
腔内播種所見および腹水貯留の有無を比較した．播種
所見で5匹中1匹にみられるものを弱陽性（＋），5
匹中2～3匹に見られるものを中等度陽性（＋＋），5
匹中4～5匹に見られるものを強陽性（＋＋＋），5匹
とも見られなかったものを陰性（一）とした．
　6．血清カルシウムの測定
　無治療群（n＝35）では腫瘍細胞注入後5，7，9，ll，
13，15，17日目に，治療群（lmg／kg群，2mg／kg群，5
mg／kg群）（n＝45）では腫瘍細胞注入後28，35日目，
70日目に下大静脈より血液を採取し，0－CPC法によ
るカルシウム値を定量した．実験5，6に関しては，無
治療群の移植後17日目（死亡直前状態）の腹腔内総
転移結節数，総体積，血清カルシウム値を担遺勅治療
群として平均値に用いた．
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　7．腫瘍増殖抑制率の測定
　腫瘍増殖抑制効果は腫瘍細胞注入後28日目，35日
目の腫瘍体積を測定し，増殖抑制率（TGI：tumor
growth　inhibitory　ratio）を測定した．
　TGI（％）＝｛1一（投薬群の平均腫瘍体積）／
　　　　　（担癌無治療群の平均腫瘍体積）｝×100
により算出した．
Table　1
Injection　needle
@　　Gauge 1×103
Colon　26　cells／ml
戟~104　1×1051×106
30G
Q7G
Q3G
0／6
O／6
O／6
0／6　　0／6
O／6　　1／6
O／6　　2／6
4／6
U／6
U／6
　8．副作用に関する検討　　　　　　　　　　　　　　　　Tumo「5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　diameter　CDDP腹腔内総投与量20　mg／kgによる治療群1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（mm）mg／kg群，2mg／kg群，5mg／kg群，20　mg／kg群およ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1び無治療群の体重の推移を比較し，体重減少率を副作
用の指標にした．実験：開始時の体重を100として計算
した．また，腎障害の程度を病理組織学的に比較検討　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　1
した．
　　　5　　　　　　7　　　　　9　11　13　14
　1ntraperitoneal　administration　of　colon　26　cells　（days）
Changes　of　maximum　tumor　dimension　in　the　injured
peritoneum
　9．統計的処理
　統計学的有意差の解析にはStudentのt－testを，生存
期間はKaplan－Meier法により算出し，多群間の有意
差検定はLogrank　test，2群間の有意差検定はGeneral－
ized　Wilcoxon　testにより，5％未満を有意差ありとし，
10％未満を傾向ありとした．
結 果
　1．Colo皿26播種モデルの傷害腹膜生着条件
　Colon26細胞1×103個，1×104個を腹腔内に注入し
た場合，いずれの注射針を用いて傷害しても腹膜に生
着しなかった．1×10s個では，30　Gage注射針で6匹中
Table　2　Days　after　intraperitoneal
　　　　colon　26　cells　（days）
administration　of
5 7 9 ll 13 15 17
Injured　peritoneum十 十 十 十 十 十 十
Peritoneum一 一 十 十 十 十 十
Omentum 一 一 十 十 十 十 十
Small　intestine一 一 十 十 十 十 十
Diaphragm一 一 一 十 十 十 十
Liver 一 一 一 十 十 十 十
Mesentery 一 一 一 一 十 十 十
Kidney 一 一 一 一 十 十 十
Genitals 一 一 一 一 一 十 十
Mesocolon 一 一 一 一 一 十 十
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Fig．2　Schema　of　the　Colon　26　dissemination　model
（3）
一　190　一 東京医科大学雑誌 第59巻第3号
綴
隊
蜀
F
．滋
』接
響li．メ
：一@｝．一／．
　　　　　　　　　ee　　惑
鰐
iJl・・ill・．il，，1
Fig．　3
　　　氏ノ
　　　●　　　　o
　　　　　　　　ほ　　o　　　　、r’　，rv！ン
　　。，　鰹愚　霊．・
螺鞭藻・・、欝．．勤
　　　　　　　　　　ほ．，曜●・●．蒔べ． 　．‘　　　　　　輪
　　　ロ　　　　リ　ら　」ヒ　　観猷脳諭㍉導∂◎
．
3．1
滋
　7，’・
じ
A
　　　　　　　　　1．
　　　　ヒ　
灘．　　　　　　　　　鰻
輔観　回
護が囎
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　；；　，　　　　　　　　．一㌦…．壽灘竈‘
鮮
島’
’
凝
，磯
路
B
s’・一v
int　，S
・環・’．’●
E
籔・・“
　　凱㌻
r，一
．’凾xり糟：ti　ny
重
．議，
嬉∴凄・
　　矯勘
　　測
　　　　　　　　　　　　　願’撫　　　　　　．〆回
議…；1
属
ドジ
馬．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一」Lヤ・巳L砧レ　A㌧　，
　　　　　　　　　C　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D
Histological　findings　of　dissemination　after　intraperitoneal　administration　of　Colon　26　cells　（hematoxylin－eosin　stain）；
A）　injured　peritoneum　on　day　7，　（A：　×200）
B）　omentum　on　day　9，　（B：　×100）
C）　diaphragm　on　day　11，　（C：　X　40）
D）　mesenterium　of　the　small　intestine　on　day　13，　（D：　×40）
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Histological　findings　of　dissemination　after　intraperitoneal　administration　of　Colon　26　cells；　hematoxylin－eosin　stain　of
mjured　peritoneum　（A）　and　ascites　（B）　on　day　17，　（C）　autopsy　finding　on　day　15，　and　（D）　the　intraabdominal　findings　through
the　peritoneum　on　day　19
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A
　　　　　　　　　　　B
Fig．5　Scanning　electron　microscopy　of　the　peritoneum　12
　　　hours　after　intraperitoneal　administration　of　Colon　26
　　　cells；
　　　（A）　the　cancer　cells　are　disseminated　in　the　center
　　　（arrowhead），　in　which　the　surrounding　mesothelial
　　　basement　membrane　is　exposed　（small　arrow）．
　　　（B）　peritoneal　mesothelial　cells　（P）　surrounding　the
　　　dissemination　are　small　and　round．　The　decrease　of
　　　microvilli　on　the　free　cell　surface　is　remarkable　and
　　　stoma　can　be　seen　（arrow）．
0匹，27Gageで6匹中1匹，23　Gageで6匹中2匹が
生着した．1×106個では，30Gageで6匹中4匹，27
Gage及び23　Gageでは6匹全て生着した（Table　l）．
この結果から，本実験に関してはColon26細胞数は
1×106個／ml，注射針は23　Gageを用いて播種モデル
を作製した．
2．Colon26播種モデルの自然経過
腹膜傷害部最大腫瘍径はColon26細胞注入後第3
日は異常を認めなかったが，第5日0．8±0．2mm，第7
日15±0．3mm，第9日2．1±0．3　mm，第ll日2．2±0．3
mm，第13日3．2±0．4　mm，第14日6．3±1．5　mmと推
移し，経時的に増大した（Fig．　1）．　Colon26播種モデル
は，全てのマウスで第5～7日より腹膜傷害部での生
白が肉眼的に認められ，第7～8日では大網，膵臓，小
腸，第9日では肝臓，横隔膜，第ll日では小腸問膜，
腎臓，第13日では大腸間膜へ小結節散在性の播種性
変化を起こし，血性腹水貯留を来して20日前後で全
てが癌死することが確認された（Table　2，　Fig．2，3，4）．
　また，剖検では血行性転移及びリンパ行性転移は認
められず播種性転移のみが誘導されていた．Colon26
細胞注入後12時間の腹膜中皮細胞の超形態学的変化
を走査電顕で観察すると，Colon26腫瘍は腹膜に塊状
に播種していた．播種部周辺の腹膜中皮細胞は自由表
面のmicrovilliの減少が著明で，小型球形化し，細胞問
の連結が離開，剥離脱落したものが観察された（Fig．
5）．
　3．生存期間
　1）Colon26細胞を注入後第3日に，マウスLD50
の1／2画面各種抗癌剤をi．v．した結果としてCDDP　8
mg／kg投与群の平均生存日数は28．2±2．1日，5－FU
lOO　mg／kg投与群は19．8±0．8日，　MMC　4　mg／kg投与
群は2L2±0．5日，　ADR　4　mg／kg投与群は25．0±1．8
日，無治療群19．0±1．3日であった．すなわち，CDDP
投与群が最も生存期間の延長を認め，巴瓦に対して，
有意差を認めた（Fig．6）．この結果をもとにして本実
験に使用する抗癌剤としてCDDPを選択した．
　2）Colon26細胞を注入後第3日よりCDDP腹腔
内総投与量10mg／kgとして行ったi．p．実験では，　l
mg／kg群の平均生存日数は79．4±6．1日，2mg／kg群
74．4±6．9日，5mg／kg群73．6±55日，10mg／kg群
43．3±9．4日，無治療群17．4±0．4日であった．lmg／kg
群は無治療群（p＜0．001）および10mg／kg群（p＜0．
05）に比して有意な生存日数の延長を認めた（Fig．
7）．
　3）Colon26細胞を注入した後第3日よりCDDP
腹腔内命投与量20mg／kgとして行ったi．p．実験で
は，CDDP　lmg／kg群の平均生存日数はl19．6±9．4
日，2mg／kg群は92．4±18．3日，5mg／kg群6L6±17．0
日，20mg／kg群17．3±4．1日，無治療群155±0。6日で
あった．CDDP　l　mg／kg群：は無治療群，20　mg／kg群に
対して（p＜0．001），また，5mg／kg群に対して（p＜
o．05）有意な生存日数の延長を認めた（Fig．8）．
（6）
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　4．延命率（皿S）
　総投与量10mg／kgでは無治療群の平均生存日数が
17．4日に対して，lmg／kg群356．3％，2mg／kg群
3275％，5mg／kg群322．9％，10mg／kg群148．8％で
あった．また，総投与量20mg／kgにおけるそれぞれの
ILSは，無治療群の平均生存日数が155日に対して，　l
mg／kg群67L6％，2mg／kg群496．1％，5mg／kg群
297．4％，20mg／kg群ll．6％であった．すなわち，総投
与量20mg／kgにおけるlmg／kg群が最も高い延命率
を示した．
　5．腹腔内転移結節数，体積
　無治療群では，5日目5匹中2匹，7日目5匹中5匹
に小隆起を認めた．9日目結節数1．6±05個，体積
9．6±7．6mm3，　l　l日目6．4±2．5個，224．5±159．7　mm3，13
日目18．8±5，3個，415．9±88．1mm3，15日目13，6±6．6
個，940．2±429．6mm3，17日目17．0±4．1個，3，492．5±
1 1990　mm3と推移した．ここで，13日目の結節個数が
15，17日目の個数より上回っていたが，大きさ2mm
以上の平均結節個数は13日目4．8±1．9個，15日目
6．8±3．7個，17日目9．4±2．3個であった．治療群28日
目の平均結節個数および平均体積は，lmg／kg群3．2±
2．0個，1，242．0±1，145．3mm3，2mg／kg群8．0±5，1個，
（7）
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，561．9±2，743．7mm3，5mg／kg群6．2±2．3個，2，095．8±
72．9mm3であった．　I　mg／kg群は5mg／kg群に対し
，平均結節個数が少ない傾向（p＜0．1）を認めた．治
群35日目では，lmg／kg群0．6±1．3個，154．7±345．9
m3，Qmg／kg群1．4±L9個，282．8±427．6　mm3，5mg／
g群0．8±O．8個，4665±623．9　mm3であった．治療群
0日目では，2mg／kg群，5mg／kg群で70日以前に1
ずつ死亡したので4匹ずっとなったが，lmg／kg群
匹全ておよび2mg／kg群，5mg／kg群の4匹全てに
種所見を認めなかった．治療群28日目の腹腔内播
所見において，lmg／kg群は2mg群，5mg／kg群に
較して大網，腸間膜播種を主に制御していたが，傷
部では2mg／kg群，5mg／kg群同様高度な播種を認
た．また，いずれの群も腹水貯留を認めた．35日目
は，lmg／kg群は2mg／kg群，5mg／kg群に比較し
大網播種が減少し，腹水貯留も認めなかった（Table
）．70日目では，全てのマウスに播種所見を認めず，腹
貯留も認めなかった．70日前の2mg／kg群，5mg／
g群の死亡例の検討で，早期と晩期にかかわらず播種
見に相違が認められなかった．
6．血清カルシウム濃度
無治療群における血清カルシウム（正常値8．7
10，1mg／dl）は，5日目9．4±0．1，7日目9．3±0．2，9
目7．7±1．4，ll面目8．3±L2，13日目8．8±0．3，15日
10．8±0．9，17日目12．8±L5　mg／dlと推移した．治
群28日目では，lmg／kg群IL5±2．5，2mg／kg群
l．6±2．5，5mg／kg群13．9±0．8　mg／d1であった．治療
8）
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Histological　findings　of　the　kidney　（hematoxylin－eosin　stain，　×100，　×200）
（A）　20　mg／kg，　（B）　1　mg／kg，　（C）　untreated
The　degeneration　and　necrosis　of　proximal　convoluted　tubules　are　found　more　diffusely　and　markedly　in　the　20　mg／kg　group
than　those　in　the　untreated　and　1　mg／kg　group．
（9）
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群のlmg／kg，2mg／kg群は，担癌マウス無治療群の
17日目に比べて軽度の改善を示したが，有意差は認め
なかった．また，lmg／kg，2mg／kg群は5mg／kg群に
対してそれぞれ低い傾向（p＜0．Dを示した．治療群
35日目では，lmg／kg群9．2±0．3，2mg／kg群10．0±
10，5mg／kg群11．4±1．7　mg／dlであった．治療群の1
mg／kgは担癌マウス無治療群の17日目（p〈0．001）
および5mg／kg群（p＜0．05）に比して有意差を認め
た．治療群70日目では，1mg／kg群9．7±15，2mg／kg
群10．1±1．4，5mg／kg群9．3±1．2　mg／dlであった．治
療群のlmg／kg群，2mg／kg群，5mg／kg群は，担癌
マウス無治療群の17日目に比して，それぞれ有意差
（p＜0．05）を認めた．
　7．腫瘍増殖抑制率（TGI）
　腫瘍細胞移植後28日目におけるそれぞれのTGI
は，照降マウス無治療17日目の平均腫瘍体積が
34925mm3であったので，1mg／kg群64．4％，2mg／kg
群26．6％，5mg／kg群40．0％であった．35日目では，　l
mg／kg群95．6％，2mg／kg群91．9％，5mg／kg群86．6％
であった．すなわち，lmg／kg群がいずれにおいても，
他群より腫瘍増殖抑制率（TGI）が高かった．
　8．副作用
　体重推移では，腫瘍移植後20日の時点でlmg／kg
群で5％の増加を示したが，2mg／kg群，5mg／kg群で
は開始時と変わらなかった．30日以降ではlmg／kg群
は体重が増加し，100日目では50％の増加率を示し
た．一方，無治療群は腫瘍移植後より徐々に体重が減
少して死亡直前（15日目）で8％の減少を示した．20
mg／kg群ではCDDP投与後に急激な20％の減少を示
し，無治療群に比しても常に10％減で推移し，死亡直
前（30日目）で25％の減少であった．lmg／kg群はす
べての期間で20mg／kg群に対して有意（p＜0．Ol）な
体重増加を示した．
　また，無治療量に対しても移植後10日目以降に有
意（p＜o．05）な体重増加を示した（Fig．9）．腎の病理
学的所見では，20mg／kg群で急性出血性尿細管壊死像
を認めた．5mg／kg群では尿細管に軽度の出血像を認
めたが，lmg／kg群では正常マウスの腎同様に異常を
認めなかった（Fig．　lo）．
考 察
近年，補助化学療法の発達により，消化器癌治癒切
除後のリンパ節再発や肝転移再発に対する治療成績
の向上が認められるようになったが，播種性転移に関
しては従来の全身化学療法，温熱化学療法，および免
疫療法を駆使しても生存率の向上は期待できず，困難
を極めている．消化器癌の多くが腹膜播種により死亡
しており，播種の有効な治療および予防法の確立が予
後の改善には最も寄与すると考えられる．そこで，わ
れわれは播種形成以前の治療が最重要と考え，低分化
型大腸癌を用いた播種モデルを作製し，遊離癌細胞が
生着する過程においての播種初期段階の治療法を検
討した．
　1．腹膜播種モデルについて
　腹膜に傷害を加えた後，腫瘍細胞を腹腔内投与する
と傷害部位に一致して高率に転移巣が誘導されるこ
とはJonesとRous6），小笠7），　Bruck8）等により報告され
ているが，現在までに固形癌を用いたマウスモデルで
の報告はない．本研究ではマウス可移植性大腸癌の
Colon26細胞を使用し，　BALB／Cマウス壁側腹膜に注
射針を用いて傷害した後に，Colon26細胞を腹腔内に
注入することにより，全例が特異的播種を起こすモデ
ルの作製に成功した．すなわち本実験モデルではマウ
ス腹膜傷害部に生着した後，腹腔内に順次播種性変化
を引き起こし，血性腹水貯留を来した後，20日前後で
全て死亡した．また，剖検では血行性転移及びリンパ
行性転移は認められず播種性転移のみが誘導されて
おり，これは継代腫瘍細胞株の組織親和性を含めた生
物学的特性が関与しているものと推察された．野島
ら9）のヌードマウスを用いた胃癌移植モデルにおいて
も，大網播種を来した後，同様の播種性変化が観察さ
れており，大腸癌細胞を用いた本実験においても播種
に対して再現性のあることが確認された．
　2．腹腔内投与について
　腹腔内に投与された薬剤は主に2つの経路を経て
腫瘍に到達する．一つは腫瘍表面から直接浸透する経
路，もう一つは腹膜から血中に吸収された薬剤が腫瘍
の栄養血管に取り込まれて到達する経路である．前者
において，Losら10）はCDDPを腹腔内投与した場合，
腫瘍の表面から2．2mmの深さまでは静脈投与に比較
して高濃度に浸透することを報告している．また，
Howellら11）は浸透距離が浅いため薬剤を腹腔内に投
与してもその有効性には限界があり，微小腹膜転移が
最もよい適応となると述べている．われわれもこれら
（　10　）
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の知見をふまえて，島回投与には限界があると考え，
微小播種段階からの腹腔内反復投与による実験を
行った．腹腔内反復投与によれば表層の癌細胞が死滅
除去されたところに次の投与がおこなわれ，さらに深
部への浸透が可能になると考えられる．後者，即ち血
行性に腫瘍に到達する経路については，腹膜から吸収
された薬剤の約80％は経門脈的に肝臓に至るため，微
小肝転移の治療としても有効であるとの報告がみら
れる12）一ユ4）．そのためにCDDP腹腔内反復投与は腹膜
播種のみならず潜在的もしくは微小な肝転移にも有
効であると考えられる．
　3．抗癌剤について
　CDDP腹腔内投与はいくつかの腫瘍移植系におい
てその抗腫瘍効果が確認されているが，大腸癌細胞を
用いた実験系での単独投与では低感受性と言われて
いる．本研究ではColon26モデルに対するCDDP，
5－FU，　ADR，　MMCの経静脈投与による抗腫瘍効果を
検討し，特にCDDPは5－FU，　MMCに対して有意差
（p＜0．05）をもってより有効であることを確認した．
ADRに対しては有意差を認めなかったが，　ADRは組
織傷害性が強く腹腔内投与に向かないため，本実験で
は使用薬剤としてCDDPを選択した．
　4．抗腫瘍効果について
　マウスにおけるCDDP投与量のLD50値が17．4
mg／kgであったため，腹腔内投与量を総量10mg／kg，
総量20mg／kgの2群を設定して実験を行った．いず
れにおいても，少量連日投与群は単回大量投与群に対
して有意に生存期間の延長を認めた．LD50未満の
CDDP総投与量10mg／kgでは少量連日投与群と間欠
投与群の問に有意差は認められなかったが，CDDP総
投与量20mgにおいて少量連日投与lmg／kg群が，間
欠投与5mg／kg群に対して有意差（p〈0．05）を認め
た．これは，ヌードマウス可移植性皮下腫瘍を用いた
実験で，薬剤総投与量が同じであれば1回投与量を変
更しても腫瘍効果が同等であるという実験結果15）17）
とは異なっていた．Drewinkoら16）はin　vitroヒト白血
病細胞に対してCDDPの低濃度8時間接触が10倍
高濃度1時間接触と同等の抗腫瘍効果が認められる
と報告し，CDDPの抗腫瘍効果の発現にとって，腫瘍
細胞との長い接触時問が重要であることを報告して
いる．また，栗原ら17）はヌードマウス可移植性胃癌株
の皮下移植実験で，CDDP腹腔内少量分割投与が1回
大量投与と比べて，副作用を発現することなく同等の
抗腫瘍効果をもたらすと報告している．今回，我々の
実験結果から，少量連日投与群が最も長い生存期間の
延長を認め，少量のCDDPを反復投与することで総
投与量を増加させることが可能であり，副作用を示す
ことなく抗腫瘍効果を発揮できることが実証された．
CDDP少量反復投与法は播種初期段階における有効
な投与法であることが示唆された．
　腫瘍細胞投与後の治療法における，腹腔内播種個
数，体積，腹水貯留の比較でも，lmg／kg群は2mg／kg
群，5mg／kg群を凌駕していた．死亡マウスの検討で，
晩期と早期における病理組織所見を比較してみたと
ころ，腹腔内全体に播種を認め，前後に相違を認めな
かった．これらの結果から，腹腔内投与により早期転
移による死亡を免れたとしても，腹水中に残存する腫
瘍細胞が再度増殖して晩期転移を誘発したことが示
唆され，腹腔内治療における抗癌剤と腫瘍細胞の接触
時間，接触面積をさらに拡大することが重要であると
考えられた．すなわち，抗癌剤が増殖する腫瘍細胞と
接触して死滅させ得た場合にのみマウスは生存した
と考えられ，結果として1　mg／kg群で良好な成績を示
したものと考えられた．
　5．血清カルシウムについて
　臨床で腫瘍随伴症状の増悪と共に，高カルシウム血
症18）は高頻度に観察されることに着目し，血清カルシ
ウム値は癌性悪液質状態における簡便なパラメータ
として使用可能と判断した．実際に，Colon　26担癌マ
ウスは他の腫瘍を移植した場合に比べ腫瘍が小さな
時期から顕著な体重減少，肝機能低下，高カルシウム
血症などを示すことから悪液質モデルとして用いら
れている19）20）．われわれのColon26播種モデルにおい
ても，腫瘍増大とともに悪液質症状が増悪し，高カル
シウム血症を示した．悪液質誘導にさまざまなサイト
カインが検出されているが21）一23），Colon26担癌動物で
は悪液質誘導サイトカインとされるTNF一α，　IL－1，　IL－
6のなかで，IL－6が高濃度に腫瘍中および血中に検出
されることが報告されている24）．一方，IL－6のもつ多
様な作用の中には，破骨細胞を活性化して骨破壊を促
進させること25）が知られており，これが悪液質状態に
おける高カルシウム血症の成因の一つと考えられる．
われわれの実験では，腹腔内CDDP少量反復投与群
は，担絶無治療群に比較して有意な高カルシウム血症
の改善を認めた．その機序として，小量反復投与群で
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は悪液質症状を示さずにカルシウム値を正常化させ
ていたことより，悪液質誘導サイトカインIL－6産生を
抑制したことが推察される．
　6．副作用について
　少量連日投与群は他群に較べて体重の増加を示し
たが，単回大量投与20mg／kg群は，無治療群に較べて
有意な（p＜005）体重減少を示した．これはCDDP
の毒性による体重減少であり，1回投与量，投与方法の
検討が重要であることを示唆しており，少量反復投与
lmg／kg群は副作用の面からも優れていることが証明
された．大量投与群の剖検所見では播種像を認めな
かったが，高度の腎障害が認められ死亡原因と判断し
た．
　CDDP腹腔内投与量による宿主側の影響について，
Ishikawa26）らは大量投与によりNk細胞の活性を低下
させ，ひいては宿主免疫を低下させることを報告して
いる．すなわち，免疫学的にも少量反復投与はNK細
胞を抑制させずに宿主免疫の向上をはかることが期
待される．
　これまでに播種性転移モデルを対象として播種初
期段階におけるCDDP腹腔内投与の抗腫瘍効果を詳
細に検討した報告はない．今回の実験では，腫瘍細胞
生着前の段階での腹腔内投与は静脈投与よりも優れ
た結果が得られ，中でも，CDDP少量連日投与は，大
量1回投与や間欠投与に較べて有意な延命効果をも
たらした．また，癌性悪液質から生じる高カルシウム
血症を改善し，順調な体重増加をもたらした．加えて，
少量連日投与では病理学的に腎障害は全く認められ
なかった．腹膜播種においては腹腔内遊離腫瘍細胞が
増殖する限り予後不良であるが，CDDP少量を頻回に
反復投与することで腫瘍細胞との接触時間，接触面積
を増大させて，播種成立における癌細胞の遊離，移動，
生出を制御し，抗腫瘍効果を示すことが示唆され，臨
床応用にきわめて有益な知見が得られたものと考え
られる．
結 論
　1．マウスを用いて固形癌播種モデルの作製方法を
確立し，以下の実験を行った．
　2．CDDP少量反復投与群は，無治療群，間欠的投
与群，1回大量投与群に比し有意な生存期間の延長を
認めた．
　3．腫瘍細胞移植後28，35日目の腹腔内転移結節
数，転移総体積で，CDDP　l　mg／kg反復投与群は，無
治療群に比し有意な減少を認めた．
　4．腫瘍細胞移植後35日目の血清カルシウム値で，
CDDP反復投与群は，間欠投与群に比し有意な減少を
認めた．
　5．CDDP反復投与群は，無治療群や1回大量投与
群に比し有意な体重の増加を認めた．
　6．微小腹膜播種における腹腔内CDDP少量反復
投与は有効な治療である．
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Optimal　CDDP　administration　in　a　murine　model　of
disseminated　solid　metastatic　tumor
Keiji　SUZUKI，　Kazunobu　SUZUKI，　Sinichi　ITO
Third　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　（Director：　Profi　Yasuhisa　Koyanagi）
SUMMARY
　　We　investigated　the　method　of　intraperitoneal　administration　and　optimum　dose　of　CDDP　in　a　murine　colon　26
disseminate，d　tumor　model　in　order　to　establish　optimal　treatment　for　minute　intraperitoneal　dissemination　from　gastrointesti－
nal　cancer．　The　total　number　of　murine　disseminated　tumor　cells，　total　tumor　volume，　survival，　and　serum　Ca　concentrations
were　used　as　indicators　to　examine　the　antitumor　effects　of　CDDP．　Body　weight　loss　and　renal　dysfunction　were　monitored
as　indicators　of　the　adverse　effects　of　CDDP．　10　mg／kg　and　20　mg／kg　were　set　as　the　total　dose　levels　for　intraperitoneal
administration　of　CDDP　in　the　colon　26　disseminated　tumor　model．　Three　days　after　preparation　of　the　model，　CDDP　was
administered　repeatedly　at　a　low　dose　（1　mg／kg　or　2　mg／kg），　intermittently　at　a　medium　dose　（5　mg／kg），　or　in　a　single　large
dose　（10　mg／kg　or　20　mg／kg）．　The　results　were　compared　with　those　obtained　in　an　untreated　control　group．　When　20　mg／
kg　was　set　as　the　total　dose　of　CDDP，　the　group　that　received　repeated　low－dose　administration　exhibited　a　significantly
prolonged　survival，　compared　with　the　other　groups　and　the　control　group．　The　incidence　of　adverse　effects　was　also　lower
in　this　group　than　in　the　other　groups．　Thus，　repeated　intraperitoneal　administration　of　low　doses　of　CDDP　appears　to　be
the　most　promising　for　the　clinical　treatment　of　minute　intraperitoneal　dissemination．
〈Key　words＞　Peritoneal　dissemination，　Colon　26　tumor　cell，　CDDP，　Repeated　administration
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